® BUIMDESREPUBLIK © Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND @ QE 43 29 756 A 1 



@ IntCI. 6 : 

C 12 N 15/70 




DEUTSCHES 
PATEIMTAMT 



C07K 14/00 



@ Aktenzeichen: 
(§) Anmeldetag: 
© Offenlegungstag: 



P 43 29 756.0 
3. 9.93 
9. 3.95 



CO 

s 

111 

Q 



® Anmelder: 

Boehringer Ingelheim International GmbH, 55218 
Ingelheim, DE 



(§) Erfinder: 

Hauptmann, Rudolf, Dr., Ebreichsdorf, AT; Falkner r 
Edgar, Dr., Wien, AT; Bodo, Gerhard, Prof.. Wien, 
AT; VoR, Tilman, Dipl.-Chem. Dr., Modling, AT; 
Maurer-Fogy, Ingrid, Dr., Wien, AT 



@ Verfahren zur Herstellung und Relnigung von afpha-Interferon 

<§) Die Erfindung betrifft ein neues Herstellungsverfahren fur 
rekombinantes IFN-cc. Die Expression in E. col! erfolgt unter 
Kontrolle eines phoA- Promoters. Durch die Verknupfung des 
IFN-a-Gens mit der STII-Signalsequenz wird die Sekretion 
des Proteins in den periplasmatischen Raum sowie ein 
korrekt prozessierter N -Term in us erreicht. Die Reinigung des 
Proteins erfolgt durch Adsorptionschromatographle auf Sili- 
cagel, hydrophobe Interaktionschromatographie, Kationen- 
sowie Anionenaustauschchromatographie. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Herstellungsverfahren fur Interferon-a (IFNa) durch bakterielle Expression und 
anschlieBende Isolierung, einen Expressionsvektor daf Or sowie ein Verfahren zur Reinigung von IFNa. 

5 Verfahren zur Herstellung von IFNa durch bakterielle Expression sind bekannt. Das Ubliche Verfahren beruht 
auf der cytoplasmatisehen Expression des Proteins in Escherichia coli, bei dem das exprimierte IFNa entweder in 
unldslicher Form in sogenannten EinschiuBkSrpern in der Zelle vorliegt oder in der laslichen Fraktion nach dem 
AufschlieBen der Zeliwand gefunden wird (Thatcher et Panayotatos, 1 986; Goeddel et al„ 1 980; Dworkin-Rastl et 
aL, 1983). Die cytoplasmatische Expression weist allerdings Nachteile auf. Das synthctisierte Protein ist nicht 

to korrekt gefaltet, und weil im Zytoplasma reduzierende Bedingungen herrschen, enthait es nicht die erforderli- 
chen DisulfidbrQcken. Das gebildete IFNa muB daher bei der Prfiparation oxidiert und umgefaltet werden. 
Dleser ProzeB 1st lnefflzlent und fuhrt zu unerwtinschten Nebenprodukten (ganz- oder teilreduzierte Formen, 
Oligomere durch intermolekulare Disuifidbruckenbildung, fehlgefaltete Formen durch Ausbildung falscher 
DisulfidbrQcken), die schwierig abzutrennen sind. Ein weiteres Problem ist, daB das N-terminale Methionin, mit 

is dem die Translation beginnt, vom intrazelluiar synthetisierten IFNa nur unvollstSndig abgespalten wird. Das 
daraus resultierende N-Met-lFNa kann vom nativen IFNa praktisch nicht abgetrennt werden. 

Ein weiterer Nachteil gegenwartig benutzter Verfahren ist die Verwendung von Promotoren, die in nicht-in- 
duziertem Zustand nicht vollstSndig abgeschaltet sind, die durch Zugabe von Chemikalien induziert werden 
mOssen, und deren Expressionsrate im induzierten Zustand nicht befriedigend ist, wie z. B. der trp-Promotor aus 

20 Serratia marcescens. 

Um einige der genannten Nachteile zu uberwinden und trotzdem das okonomische E -coti-System zu nutzen, 
versuchten Breitling et al (Breitling et aL, 1989) IFNal und ein IFNa 1/2-Hybrid mit einem Vektor zu exprimie- 
ren, der die Sekretion des Interferons durch die Zellmembran in den periplasmatischen Raum ermdglichte. Sie 
verwendeten dabei Promotor, Ribosomenbindungsstelle (RBS) und Signalsequenz eines bakteriellen Staphylo- 

25 kinasegens (sak42D). 60—80% des so hergestellten IFNa wurden in den periplasmatischen Raum sezerniert Das 
Protein enthielt allerdings, bedingt durch das Vektorkonstrukt, zusatzliche N-terminale Aminosauren, die im 
entsprechenden nativen IFNa nicht vorkommen. Als gravierender Nachteil dieses Expressionssystems envies 
sich indes die Tatsache, daB die mit diesem Konstrukt transformierten Stamrae genetisch nicht stabil blieben; die 
Expressionskassette wurde durch die spontane Insertion eines ISl-Elements desaktiviert Die Aufgabe, ein 

30 Expressions/Sekretionssystem in E coli fur die Herstellung von humanem IFNa bereitzustellen, war im Stand 
der Technik also ungelost 

Als eine Expressions/Sekretions-Kassette, die im Falle der Expression des menschlichen Wachstumsfaktor- 
Rezeptors in E coli zum Erfolg gef Qhrt hatte, war ein Konstrukt aus dem Promotor der alkalischen Phosphatase 
(phoA) und der Signalsequenz des hitzestabilen Entertoxins II (STII) bekannt (Fuh et aL, 1 990). 

35 Ein weiteres Problem bei der Herstellung von rekombinantem IFNa in E coli ist die Reinigung des Proteins 
aus dem Bakterienlysat Hier sind eine Reihe von Verfahren bekannt (Thatcher et Panayotatos, 1986; EP- 
A 203 382). Um die native Faltung des Proteins zu erhalten, sind dabei Verfahren vorzuziehen, die ohne Denatu- 
rierungs- und Fallungsschritte auskommen. Ein solches Verfahren wird in der EP-S 396 555 beschrieben. Es 
besteht aus den Schritten Immunoaffinitatschromatographie, Reversed-Phase-Chromatographie (RPC), Katio- 

4o nenaustauschchromatographie, Konzentrierung durch Ultrafiltration und Gelfiltrationschromatographie. Die- 
ses Verfahren beruht wie andere bekannte Verfahren auf der hohen Selektivitat der Immunoaffinitatschromato- 
graphie im ersten Schritt Es ist kein Verfahren zur Herstellung von hochgereinigtem IFNa insbesondere IFNa2, 
bekannt, das ohne Denaturierungs-/Failungsschritte und ohne Immunoaffinitatschromatographie auskommt 
Gleichzeitig ist ein solches Verfahren aus 6konomischen und technischen Grtinden wunschenswert Wegen der 

45 fur die Immunoaffinitatschromatographie notwendigen monoklonalen Antikdrper sind ihre Kosten hoch, gleich- 
zeitig ist, da die Lebensdauer der antikdrpergekoppelten Matrices endlich ist, eine kontinuierliche Versorgung 
mit diesen Antikorpern notwendig. 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung eines wirtschaftlicheren und leistungsfahigeren Verfahrens zur 
Herstellung von Interferon-a, insbesondere Interferon-a2, durch rekombinante Expression in E coll Dabei 

so muflte das Problem ge!6st werden, ein effizientes und stabiles System zur Expression/Sekretion des Proteins in 
den periplasmatischen Raum oder das Kulturmedium zu etablieren. Ferner war ein Verfahren zu entwickeln, das 
exprimiertes Protein schonend ohne Denaturierungs-/Ffillungsschritte und ohne die Notwendigkeit der Immun- 
oaffinitatschromatographie hochreinigen kann. 
Diese Aufgabe konnte mit der vorliegenden Erfindung geldst werden. Die Etablierung eines stabilen Expres- 

55 iions/Sekretionssystems ftir IFNa in E coli gelang durch die Konstruktion eines Vektors, der die Signalsequenz 
(Leadersequenz) des hitzestabilen Enterotoxins II (STII) aus E coli verknupft mit der kodierenden Sequenz far 
ein reifes menschliches Interferon-a, vorzugsweise Interferon-a2, enthalt Bevorzugt erfolgt die Expressionskon- 
trolle mittels des Promotors der alkalischen Phosphatase aus E coli (phoA). Als vorteilhaft envies sich ferner die 
Integration der Ribosomenbindungsstelle des STII Gens. Ein weiterer Uberraschender Fortschritt konnte durch 

60 die Bereitstellung eines Reinigungsverfahrens fur Interferon-a, das aus den Schritten Adsorptionschromatogra- 
phie auf Silicagel, hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC), Kationenaustauschchromatographie und 
Anionenaustauschchromatographie besteht, erreicht werden. 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft somit ein Verfahren der Herstellung von IFNa durch bakterielle Expression, 
bei dem transformierte Bakterienzellen verwendet werden, die einen Expressionsvektor enthalten, in dem die 

65 STII-Signalsequenz mit einem IFNa-Gen verknupft ist, und durch Isolierung des exprimierten IFNa Ein 
weiterer Aspekt betrifft einen bakteriellen Expressionsvektor fur die Herstellung von IFNa, der ein Konstrukt 
aus der Signalsequenz des STII-Gens und einem IFNa-Gen enthalt, sowie die Verwendung eines solchen 
Vektors zur Herstellung von IFNa. Ein dritter Aspekt betrifft ein Verfahren zur Reinigung von IFNa durch die 



2 



DE 43 29 756 Al 



chromatographischen Schritte Adsorptionschromatographie auf Silicagel, hydrophobe Interaktionschromato- 
graphie, Kationen- sowie Anionenaustauschchromatographie. 

Als Ausgangspunkt fur die Konstruktion des Vektors kann ein in E. coli replikationsfahiges Plasmid dienen, 
beispielsweise eignet sich das Plasmid p ATI 53 (Twigg et al, 1980) sehr gut ftir diesen Zweck. Eine Nukleoudse- 
quenz, die fflr das Signalpeptid des STII-Gens kodiert, ist Stand der Technik (Picken et aL, 1983; Lee et aL, 1983). 5 
Der Fachmann ist in der Lage, durch Mutationen (Substitution, Deletioa Insertion, Addition) Varianten dieser 
Sequenz herzustellen, ohne ihre Grundeigenschaften zu verandern, und insbesondere solche Nukleotidsequen- 
zen herzustellen, die wegen der Degeneration des generischen Codes fiir die gleiche Aminosauresequenz des 
Signalpeptids kodieren (Sambrook et al, 1989, bcs. Kapitel 15). Eine ganze Reihe von Sequenzen, die fiir 
Mitglieder der IFNa-Familie kodieren, ist bekannt (Mantei et al, 1980; Streuli et al„ 1980; Goeddel et aL, 1981); to 
die Homologie der sie kodierenden Gene betragt mehr als 70%. Weitere Varianten dieser Sequenzen konnen in 
der Natur gefunden werden oder mit Methoden aus dem Stand der Technik, z. B. durch Mutagenese, aus den 
bekannten Sequenzen hergestellt werden (Sambrook et aL, 1989, bes. Kapitel 15). Der Begriff "IFNa" im Sinne 
der Erfindung schlieBt demzufolge neben den bekannten Sequenzen auch solche Varianten ein, deren Gene 
durch hohe Homologie zu den hekannten Sequenzen gekennzeichnet sind und die fttr biologisch aktives IFNa 15 
kodieren. Besonders bevorzugt ist dabei die Sequenz, die fttr IFNct2c kodiert (Dworkin-Rastl et aL, 1983; Bodo et 
Fogy, 1985). Besonders bevorzugt ist ferner die Verwendung des phoA-Promotors zur Kontroile der Expression 
und daruber hinaus vorteilhaft die Integration der Ribosomenbindungsstelle des STII-Gens. Die Sequenz des 
phoA-Promotors (Chang et aL, 1986; Shuttleworth et aL, 1981) sowie der STII- Ribosomenbindungsstelle (Picken 
et al, 1983; Lee et aL, 1983) sind bekannt; auch aus diesen Sequenzen kann der Fachmann ohne weiteres 20 
Squivalente Varianten herstellen. Konstruktion des Vektors, Transformation geeigneter E coii-Stamme, Fer- 
mentation sowie Extraktion kdnnen nach an sich bekannten Methoden erfolgen (Sambrook et aL, 1989). Fur die 
Expression ist beispielsweise der E coli-Stamm W3110 (E coli K12 Wildtyp f- \~, IN (rrnD-rrnE)l) gut 
geeignet Die Vorkultur kann gut in LB-Medium, die Hauptkultur unter Kontroile von Sauerstoff- und Nahr- 
stoffzufuhr bis zu einer OD546 von 250 bis 280 erfolgen. Als gut geeignet erwies sich ein Extraktionsverfahren, bei 25 
dem saureinaktivierte Biomasse in verdQnnter Essigsaure mit Hilfe eines Homogenisators suspendiert, mit 
Polyethylenimin, bevorzugt in einer Konzentration von 0.25% (w/v) versetzt, auf alkalischen pH, vorzugsweise 
pH 10, eingestellt, gerUbrt und anschlieBend durch Zentrifugation die Bakterien abgetrennt wurden. Die Reini- 
gung kann nach an sich bekannten Verfahren erfolgen (Thatcher et Panayotatos, 1 986; EP-A 203 382). Besonders 
vorteilhaft ist jedoch ein Reinigungsverfahren mit vier chromatographischen Schritten, und zwar Adsorptions- 30 
chromatographic auf Silicagel, hydrophobe Interaktionschromatographie, Kationen- und Anionenaustausch- 
chromatographie. Als Gelbett der Silicachromatographie erwies sich das vorn Typ 953W der Firma Grace gut 
geeignet, als Elutionsmittel war ein Puffer, der 500-1500 mM Tetramethylammoniumchlorid (TMAC), bevor- 
zugt 800 mM TMAC, vorteilhaft verwendbar, Fur die hydrophobe Interaktionschromatographie erwies sich eine 
Phenylsepharose als gut zu verwendendes Gelbett Der Probenauftrag erfolgte vorzugsweise in Anwesenheit 35 
von 20% Ainmoniumsulfat, die Saule war mit einem Puffer, der 30% Ammoniumsulfat enthielt, equilibriert 
worden. Das IFNa wurde mit einem linearen Gradienten mit einer Endkonzentration von 30% Ethylenglykol 
eluiert Die Kationenaustauschchromatographie konnte sehr gut mit einem Sulfopropyl-Ionenaustauscherharz 
ausgefuhrt werden. Der Probenauftrag erfolgte bei einem pH-Wert von 3-5, vorzugsweise pH 3, die Saule war 
auf pH 5 equilibriert IFNa konnte erfolgreich mit einem linearen Kochsalzgradienten mit einem Zusatz von 40 
10% Ethylenglykol eluiert werden. Als Gelbett fOr die Anionenaustauschchromatographie war DEAE-Sepharo- 
se sehr vorteilhaft zu verwenden, Auftrag und Elution erfolgten bei pH 5.5—6.0, vorzugsweise bei pH 5.8. Zur 
Elution war ein linearer Kochsalzgradient mit einem Zusatz von 0.1% Tween 20 gut geeignet Es gehort zu den 
technischen Mdglichkeiten des Fachmanns, ohne erfinderische Tatigkeit jeweils eines oder mehrere Gelmateria- 
lien durch gleichwertige zu ersetzen, die auf den gleichen Trennprinzipien basieren, und auf diese Weise das 45 
erfindungsgemaM3e Verfahren Equivalent auszufuhren. 

Oberraschenderweise konnte mit der VerknQpfung der STII-Signalsequenz mit dem IFNa-Gen ein stabiles 
Expressions/Sekretionssystem etabliert werden, was mit der vorbeschriebenen sak42D-Leader/IFNa-Kombina- 
tion nicht gelungen war. Als besonders erfolgreich erwies sich die Expression dieser Sequenz unter der Kontroile 
des phoA-Promotors. Die Integration der Ribosomenbindungsstelle des STII-Gens erwies sich in diesem Zusam- 50 
menhang als zusatzlich vorteilhaft Die Expression kann flber die Kontroile der Phosphatkonzentration im 
Medium (Phosphatmangel aktiviert den phoA-Promotor) zuverlassig gesteuert werden; im inaktivierten Zu- 
stand gibt es keine nachweisbare Basalexpression. ZusStzliche Chemikalien brauchen zur Aktivierung nicht 
zugegeben zu werden, die Expressionsrate im aktivierten Zustand ist hoch. Das synthetisierte Protein wird in 
hohen Anteilen in den periplasmatischen Raum sezemiert Das sezernierte Protein ist korrekt gefaltet, enthalt 55 
den authentischen N-Terminus und die richtigen DisulfidbrQcken. Die SDS-Gelanalyse der Expression in E coli 
W3110 zeigte, daB 30—50% des synthetisierten IFNa korrekt prozessiert waren, dies entspricht praktisch dem 
kompletten Anteil des sezernierten Proteins. 

Mit dem in Beispiel 3 beschriebenen Extraktionsverfahren konnten 29 3 ± 53% des insgesamt in der 
Biomasse nachweisbaren IFNa2c extrahiert werden. Dies entsprach dem beobachteten Prozessierungsgrad von 60 
30-50%. Der Extrakt aus der Biomasse enthielt 4.5 ± 1^% IFNa2c, bezogen auf Gesamtprotein. Die Silica- Ad- 
sorptionschromatographie fQhrte zu einem IFNa2c-PooI mit einer durchschnittlichen Reinheit von 16.7 ± 4.4%. 
Die Phenyl-Sepharose-Chromatographie mit einer Ausbeute von 93.2 ± 73% ergab ein IFNa2c mit einer 
Reinheit von 71.2 ± 153%. Die SulfopropyMonenaustauschchromatographie erbrachte eine Ausbeute von 70.9 
± 14^% und eine Reinheit von 97.6 ± 4.6%. Der ietzte Schritt, die DEAE-Ionenaustauschchromatographie, 6 5 
fahrte bei einer Ausbeute von 86i) ± 9.2% zu 100% reinem IFNa2c, wie unten charakterisiert Die Daten aus 6 
verschiedenen Reinigungen sind in den Tabellen 1 (Ausbeuten) und 2 (IFNa2c-Geha!t) zusammengeiFaBt Fig. 3 
zeigt charakteristische Chromatogramme von jedem Reinigungsschritt 
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Aus 1 kg Biomasse wurden 340 ± 100 mg gereinigtes IFNalc erhalten. Die Ausbeute des Reinigungsprozes- 
ses ist 56.1 ± 222%. Die Gesamtausbeute, bezogen auf den IFNa2c-GehaIt der Biomasse ist 14.4%. Diese Daten 
sind in Tabelle 3 zusammengefaBt Fig. 4 zeigt eine typische SDS-PAGE von gereinigtera IFNa2c, eluiert beim 
letzten chromatographischen Schritt Die 18-kDa-Bande von IFNct2c ist die einzige sichtbare Bande. Kontami- 
nierende Banden werden nicht beobachtet Fig. 5A zeigt ein typisches Reversed-Phase-HPLC-Chromatogramm. 
Das gereinigte IFN<x2c eluiert als homogener Peak bei 24.8 Minuten. Wurde dieses Material mit einem flachen 
Acetonitriigradienten eluiert (Fig. 5B), wurden 2 Kontaminationspeaks an beiden Seiten des Hauptpeaks beob- 
achtet Diese Schultern, die etwa 1.8% des Gesamt-IFNa2c-Gehaltes enthalten, reprasentieren Formen, die am 
Methionin 1 1 1 oxidiert (erste Schulter) oder am N-Terminus acetyliert (zweite Schulter) sind. 

Tabelle 1 



Ausbeuten verschiedener Reinigungsschritte in Prozent IFNo2, die nach dem jeweiligen Reinigungsschritt 
erhalten wurden, dargestellt f Qr 6 verschiedene Reinigungsprozeduren (pi — p6) aus 6 verschiedenen Biomassen. 
Die letzten beiden Spalten enthalten den Mittelwert (M) und die Standardabwcichung (sd) 





Pi 


p2 


p3 


p4 


p5 


p6 


M 


sd 


Extrakt 


37.9 


24.0 


34.3 


30.7 


29.1 


20.0 


29.3 


5.9 


Silica 


62.0 


95.8 


88.2 


99.5 


74.1 


81.0 


-83.4 


12.8 


Phenyl 


100.0 


82.2 


85.9 


100.0 


100.0 


91.0 


93.2 


7.3 


Sulfopro 


64.0 


54.3 


76.5 


100.0 


60.0 


71.0 


70.9 


14.8 


DEAE 


95.0 


100.0 


83.5 


88.2 


84.0 


71.0 


86.9 


9.2 



Tabelle 2 

IFN<x2-Gehalt verschiedener Reinigungsschritte. Die Daten sind als Prozentsatzdes IFNa2-Gehalts f bezogen 
auf den Gesamtproteingehalt; der bei diesem Reinigungsschritt erhalten wurde, so dargestellt wie in Tabelle 1 





Pi 


p2 


P3 


p4 


P5 


p6 


M 




Extrakt 


8.0 


2.1 


4.1 


4.7 


3.6 


4.4 


4.5 


1.8 


Silica 


12.9 


11.6 


15.7 


15.7 


19.4 


15.6 


16.7 


4.4 


Phenyl 


76.6 


43.3 


62.9" 


62.9 


80.0 


93.5 


71.2 


15.5 


Sulfopro 


98.5 


87.3 


100.0 


100.0 


100.0 


100.0 


97.6 


4.6 


DEAE 


100.0 


100.0 


100.0 


100.0 


100.0 


100.0 


100.0 


0.0 
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Tabelle3 

Gesamtausbeuten des Reinigungsverfahrens. Der IFNcx2c-GehaIt der Biomasse ist als g IFNot2/kg Biomasse 
dargestellt Prozessierung und Extraktion sind als Prozentsatz des Gesamtgehalts an IPNa2 ausgedrQckt Die 
Ausbeute der Reinigung ist dargestellt als Prozentsatz von IFNa2c relativ zum IFNa2-Gehalt des Extrakts. Die 
Gesamtausbeute ist in mg IFNa2, erhalten pro kg Biomasse, und als Prozentsatz von gereinigtem IFNa2c, 
bezogen auf den IFNa2c-Gehalt des Extrakts, ausgedrOckt 



J 


pi 


p2 


p3 


p4 


P5 


p6 


M 


1 

sd 


Biomasse [g/kg] 


1.4 


10 


1.1 


1.5 


1.1 


1.8 


1.3 


02 


Prozessierung (.%] 


50 


40 


40 


40 


20 


40 


38.3 


8.9 


Extraktion [%] 


37.9 


24.0 


34.3 


30.7 


29.1 


20.0 


29.3 


4.7 


Reinigung [%] 


39.7 


42.7 


57.9 


90 


44.5 


52.3 


56.1 


22.2 


Gesamtausbeute [mg] 


538 


206 


366 


480 


280 


258 


340 


120 


Gesamtausbeute [%] 


14.3 


20.3 


16.6 


23.9 


10.9 


7.4 


14.4 


6.9 



Abbildungen 

Fig. 1 A) Genkarte von pCF2. Das EcoRI-BamHI- Fragment von pAT153 wurde durch die Expressionskassette 
far IFN-<ol ersetzt 

B) Sequenz des EcoRI(zem6rt)-BamHI-Teils, der den phoA-Promotor, STII-Leader + IFNool-Gen enthait 
Fig. 2A) Genkarte des Plasmids pDH13. Das Sspl-Pstl-Fragment von pAT153 wurde durch die IFNa2c-Ex- 

pressionskassette (EcoRI-Pstl-Fragment von 2B)) ersetzt Das p-Lactamase-Gen ist zerstdrt 

B) N ukieotidsequenz des EcoRI-HindllMnserts von pDH 13. 
Fig. 3 Chromatographische Reinigung von IFN-a2c, extrahiert aus Biomasse. 

A) Adsorptionschromatographie auf SilicageL Der Pfeil zeigt die Elution mit 800 mM Tetramethylammonium- 
chioridan. 

B) Hydrophobe Interaktionschromatographie auf Phenylsepharose. Die Elution wurde mit einem linearen 
Gradienten von 0 bis 1 00% Losungsmittel B wie angezeigt ( — ) durchgeffihrt 

Q Sulfopropyl-Kationenaustauschchromatographie. Die Elution wurde mit einem Gradienten von 0 bis 100% 
Ldsungsmittei B wie angezeigt ( — ) ausgefuhrt 

D) Anionenaustauschchromatographie auf DEAE-Sepharose. Die Elution wurde mit einem Gradienten von 0 bis 
100% Ldsungsmittei B wie angezeigt ( — )durchgefflhrt 

Die Balken unter den Hauptpeaks in jedem Chromatogramm zeigen die IFNa2-haltigen Pools an, die gesamraelt 
und fQr die folgenden Schritte verwendet wurdea 

Fig. 4 SDS-PAGE von gereinigtem IFNa2c, geftrbt mit Coomassie Blue. Die Zahlen am linken Rand zeigen 
die Molekulargewichte der Standardproteine aa 
Spur 1 : IFNct2c-Standard 
Spur2:3ngIFNa2c 
Spur 3 :6ugIFNa2c 
Spur M: Molekulargewichtsstandard 

Fig. 5 Charakterisierung von gereingtem IFNa2c durch Reversed Phase HPLC 

A) Elution von IFNct2c mit einem linearen Gradienten von 20—68% Ldsungsmittel B in 24 Minuten. 

B) Elution von IFNct2c mit einem linearen Gradienten von 45—53% Losungsmittel B in 30 Minuten. 

Beispieie 

Beispiel 1 : Herstellung des Expressionsvektors pDH13 sowie damit transformierter Zellen 

Allgemeine Methoden 

Restriktionsverdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen, AuffQllreaktionen, Phenoiextraktion und Fal- 
lung von DNA, Agarose-Gelelektrophorese und Elution von DNA aus Agarosegelen, Ligation von DNA-Mole- 
kulen, Transformation von Bakterien und Plasmidisolierung aus Bakterien sind Standardverfahren und wurden 
durchgeffihrt wie von Sambrook et aL (1989) beschrieben. 
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Plasmide 

pCF2 pCF2 wurde aus dem Plasmid pAT153 (Twigg et al, 1980) hergestellt Es enthait den Promoter der 
alkalischen Phosphatase aus E. coli (phoA, Chang et aL , 1986; Schuttleworth et aL, 1986), die kodierende Region 
des STII-Leaderpeptids (Picken et aL, 1983; Lee et al, 1983) sowie das Gen fur menschliches IFNal (Hauptmann 
et aL, 1 985). Fig. 1 zeigt die Genkarte von pCF2 sowie die Sequenz des relevanten Abschnitts. 

pER21/l pER 21/1 ist ein bakterieller Expressionsvektor fur IFNa2c (Dworkin-Rastl et aL, 1983) 
Oligonucleotide (5' -+3'): 



EBI-2787: 


CGTCTTCAAGAATTCGAGATTATCG 


EBI-2799: 


GGCAGATCACATGCATAGGCATTTGTAGCAATAG 


EBI-2798: 


ATGCCTATGCATGTGATCTGCCTCAAACCCACAGC 


EBI-2797: 


GACTTCAGAAGCTTCTGCAGTTACGATCGTTATCATTCCTTAC 




TTCTTAAACTTTC 



Herstellung der Expressionskassette aus phoA-Promotor, IFNa2c-Sequenz und STII-Leadersequenz in einer 

Zweischritt-PCR 

pER2t/l-DNA wurde mit HindlTI linearisiert, pCF2-DNA mit PvuL Die im folgenden verwendete Methode 
ist als SOE-PCR beschrieben ("splicing by overlap extension 1 ', Ho et aL, 1989). 

PCR la (Ampiifikation des IFN-a2c-Gens): 100 ng linearisierter pER21/l-DNA, 25 pmol EBI-2797 und 25 
pmol EBI-2798 wurden in 50 \i\ Puffer, der 50 mM KC1, 10 mM Tris-HO, pH 83, 1.5 mM MgCfe, 0.01% Gelatine, 
0.2 mM ATP, 0.2 mM dGTP, 0.2 mM dCTP, 0.2 mM dTTP und 1.25 Einheiten Taq-Polyinerase enthielt, in einem 
Perkin Elmer Cetus Thermocycler TC-1 Thermozyklen unterworfen. Nach 3 min Inkubation bei 94° C wurden 10 
Stufenzyklen (Stufe 1 : 40 sec bei 94° C, Stufe 2 : 30 sec bei 55°C, Stufe 3 : 90 sec bei 72° C) ausgerflhrt 

PCR lb (Ampiifikation von phoA-Promotor plus STII-Leadersequenz): 100 ng linearisierter pCF2-DNA. 25 
pmol EBI-2787 und 25 pmol EBI 2799 wurden im gleichen Puffer und unter gleichen Bedingungen wie unter PCR 
la beschrieben Thermozyklen unterworfen. 

Die resultierenden DNA-Fragmente von PCR la (540bp) und PCR 1 b (374 bp) wurden gelgereinigt (1.2% low 
gelling type Agarose in TBE-Puffer, 1 x TBE: 10.8 g Tris/1, 5.5 g Borsaure/1, 033 g EDTA/I)i Das Agarosestuck- 
chen, das das jeweilige DNA-Fragment enthielt, wurde ausgeschnitten und die Agarose geschmolzenf indem 
100 |il H 2 0 zugegeben und auf 70°C erhitzt wurde. 

PCR 2: 5 \i\ von jeder Agarose/DNA-Ldsung wurden vereinigt und in 100 ul Ldsung, die jeweils 50 pmol von 
EBI-2787 und EBI-2797 enthielt, Thermozyklen unterworfen. Der Puffer war der gleiche wie unter PCR la 
beschrieben. Das Thermozyklusgerat wurde so programmiert, daB an eine Verzdgerungszeit von 5 min bei 94°C 
20 Stufenzyklen (Stufe 1 : 40 sec bei 94°C, Stufe 2 : 30 sec bei 55°C Stufe 3: 5 min bei 72°C; Stufe 3 wurde bei 
jedem neuen Zyklus urn 5 Sekunden verlangert) angeschlossen wurden. Nach der Ampiifikation wurde die DNA 
durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prazipitation gereinigt Das PCR-Produkt wurde aufgeldst 
und mit Hindlll und EcoRI in den entsprechenden Puffern geschnitten. 

Klonierung des PCR-Produktes (pDH9) 

Bluescribe M13+ (Stratagene, San Diego, CA, USA) wurde mit Hindlll und EcoRI doppelt geschnitten und 
das groBe Fragment wurde mit einem \2%\gen Agarosegel gelgereinigt 10 ng Bluescribe M13 + DNA und 
50 ng mit EcoRI/Hindlll geschnittenes PCR-Produkt wurden in 10 uJ L6sung, die 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 10 
mM MgCl* 20 mM Dithiothreitol, 1 mM ATP, 50 ug/ml Rinderserumalbumin (BSA) und 2 Einheiten T4-DNA- 
Ligase (NEN) enthielt, 1 Stunde bei 0°C und 3 Stunden bei Raumtemperatur Iigiert 8 ul dieser L6sung wurden 
far die Transformation kompetentcr E. coli-Zellen vom Stamm JM 101 (E. coli K12, SupE, thi, Aflac-proABi 
[F',traD36,proAB,IacIZAM15])verwendet * 

Ein Klon wurde ausgewahlt, die DNA isoliert und die Expressionskassette sequenziert Die Sequenz entsprach 
genau der theoretisch erwarteten Sequenz (Fig. 2\ Das Plasmid wurde als pDH9 bezeichnet 

Konstruktion des Expressionsplasmids pDH13 

pAT153 wurde mit Sspl und PstI doppelt geschnitten und das groBe Fragment wurde isoliert pDH9 wurde mit 
Eco RI geschnitten und die Enden aufgefullt unter Verwendung des KJenowfragments der DNA-Polymerase I 
und der 4 dNTPs. Nach Phenolextraktion und Fallung der linearen pDH9-DNA wurde diese DNA mit Pst I 
geschnitten und das Fragment, das den pho A-Promotor, die STII- Leadersequenz und das IFNa2c-Gen enthielt, 
aus einem 1 %igen Agarosegel isoliert 

10 ng pAT153 x Ssol x PstI und 30 ng des Fragments, das die Expressionskassette enthielt, wurden in 10 \i\ 
Ldsung fur 5 Stunden bei Raumtemperatur Iigiert 5 ul von diesem Ansatz wurden verwendet, urn kompetente E 
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coli-Bakterien des Stammes HB101 zu transformieren. Die Selektion der transformierten Bakterien wurde auf 
LB-Agarplatten (10 g Trypton/I, 5 g Hefeextrakt/1, 5 g NaCl/1, 15 g Bacto-Agar/l) durchgefOhrt; die 10 jig/ml 
Tetracyclin enthielten. Eine Genkarte von pDH13 und die Sequenz der relevanten Region ist in Fig. 2 darge- 
stellt 

Plasmid-DNA verschiedener so erhaltener Kolonien wurde isoliert und durch Restriktionsanalyse auf korrek- 
te Zusammensetzung QberprQft Ein Plasmid wurde ausgewfihit und als pDH13 bezeichnet Das Plasmid pDH13 
wurde zur Transformation von E. coli W31 10 (E coli K12 Wildtyp, f~, IN (rrnD-rnnE)l) verwendet 

Beispiel 2: Fermentation 

Vorkultur 

700 ml autoklaviertes LB-Medium (10 g Bacto-Trypton/1, 5g Bacto-Hefeextrakt/1, 10 g NaCI/L pH 7.0), das 
5 mg/! Tetracyclin enthielt, wurden in einem 21-Glasgef aB aus einer Stockkultur so beimpft, daB eine OD546 von 
0.01 erhalten wurde. Die Kultur wurde 1 0 Stunden bei 37°C unter starkem Rflhren (800 U/min) und Beltiftung (5 
Fermentervolumina pro Minute [wmj inkubiert 

Hauptkultur 
Mediumzusammensetzung 

im Fermenter: 

\2\ g/l(NH 4 )2HP04 

3J6g/l(NH 4 )2S0 4 

6.53 g/1 K 2 HP0 4 

1.23 g/1 MgS0 4 x7H 2 0 

0.32 g/1 NaCl 

0.25 g/1 NH 4 C1 

1 .0 g/1 Naa-Citrat x 2H2O 

1.0 ml/I Spurenelementekonzentrat 

\2J5gf\ Glucose 

20 mg/lThiamin-HCl 

50 mg/1 L-Tryptophan 

100 mg/1 L-Leucin 

50 mg/1 L-Methionin 

5 mg/1 Tetracyclin 

Spurenelementekonzentrat: 
(Mengenangaben pro 1 00 ml) 

335gFeCl 3 x6H 2 0 
1.09gZnSO 4 x7H 2 O 
0.267 gCoCl 2 x6H 2 0 
0.267 gNa 2 Mo0 4 x2H 2 0 
0.221 gCuS0 4 x5H 2 0 
0.333 gH 3 B0 3 
137gMnS0 4 xH 2 0 
10 ml HClconc. 
H 2 Oadl00mi 

FQtterung wahrend der Fermentation: 
(Mengen bezogen auf Fermentervolumen) 

350 g/1 Glucose 
3.70 g/1 MgS0 4 x7H 2 0 
175 mg/1 Thiamin- HC1 
030 g/1 L-Tryptophan 
4.0 g/1 L-Leucin 
2.0 g/1 L-Methionin 

Zudosierung von Antischaummittel wahrend der Fermentation: 
(bezogen auf Fermentervolumen) 

1.0 ml/1 UCON LB625 

Salze ((NH 4 ) 2 P0 4 , (NRi^SO^ K 2 HP04, NaCl, NI^Cl und Na-Citrat) wurden in einem Fermenter sterilisiert 
Spurenelemente, MgSO^ Glucose, Thiamin, L-Tretophan, L-Leucin, L-Methionin und Tetracyclin wurden nach 
Abkuhlung aseptisch so zugegeben, daB ein Startvolumen von 7 Litem erhalten wurde. 600 ml der Vorkultur 
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wurden automatisch in den Fermenter Qberimpft Die Fennentationsbedingungen waren: RQhren bei 1000 
U/min, BelQftung von 1 wm, 03 bar Oberdruck, eine Temperatur von 37.0 ± 0.1°Q der pH wurde auf 6.7 ± 0.1 
mit NH 3 und H2SO4 gehalten. Die Konzentration an geldstem Sauerstoff wurde durch BelQftung mit sauerstoff- 
angereicherter Luft nach Bedarf oberhalb von 15% Luftsattigung (bei 03 bar Gegendruck Oberdruck gehalten. 
5 Nach Verbrauch der anfanglich vorhandenen Glucose wurde eine Ftttterungsprozedur gestartet, die durch die 
Sauerstoffkonzentration automatisch ausgelSst wurde und Glucose, Thiamin, MgS(>4, L-Tryptophan, L-Leucin 
und L-Methionin enthielt Die FUtterungsgeschwindigkeit begann mit 23 g/l*h Glucose und wurde innerhalb 
von 24 Stunden kontinuierlich auf 5.0 g/l # h gesteigert und anschlieBend bis zum Ende des Fermentationsprozes- 
ses konstant gehalten. 

10 Die Fermentation wurde beendet, nachdem eine Gesamtmenge von 350 g/1 Glucose zugegeben worden war. 
Zu diesem Zeitpunkt war eine typische optische Dichte von 250 bis 280 bei 546 nm erreicht 

Zur Inaktivierung der Biomasse wurde der Ansatz auf etwa 10°C gekQhlt und gleichzeitig der pH-Wert mit 
H2SO4 auf 2.0 eingestellt Die Biomasse wurde durch Zentrifugation abgetrennt und bei -70°C gefroren 
aufbewahrL 

15 

Beispiel 3: Extraktion 

Saureinaktivierte Biomasse (etwa 0.5 kg) wurde in 500 ml l%iger Essigsaure mit Hilfe eines Polytron-Homo- 
genisators suspendiert und 1 Stunde bei 0°C gerfihrt Polyethylenimin (50%ige Stammldsung, Serva, Heidel- 
20 berg) wurde bis zu einer Endkonzentration von 0.25% (w/v) zugegeben. Die Suspension wurde mit 5 N NaOH 
auf einen pH von 1 0.0 eingestellt und weitere 2 Stunden bei 0°C gerQhrt Nach Einstellung des pH-Wertes auf 73 
mit 5 N HC1 wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 17000 x g (Beckmann J2-21 Zentrifuge) abgetrennt 
Die durchschnittliche Extraktionsausbeute betrug 293 ± 55% des Gesamtgehaltes an IFNa2c. 

25 Beispiel 4: Chromatographische Reinigung 

Adsorptionschromatographie auf Silicagel 

Der IFNa-haltige Oberstand nach der Abtrennung des Bakterienpellets in Beispiel 3 wurde auf eine Silicagel- 
30 Saule geladen (Grace, Silica Typ 953W; 35 mg Protein/ml Saulenmaterial, FluBgeschwindigkeit 25 ml/mm), die 
mit 20 mM Tris-HCl, pH 73, equilibriert worden war. Die Saule wurde mit 30 Saulenvolumina Startpuffer 
gewaschen, dann folgte ein Waschschritt mit 20 mM Tris-HCl, 100 mM Tetramethylammomumchlorid (TMAC), 
pH 73. IFNa2c konnte durch Steigerung der TMAC-Konzentration auf 800 mM TMAC eluiert werden 
(Fig.3A). 

35 

Hydrophobe Interaktionschromatographie 

Das Material, das yon der Silicalgelsaule eluiert wurde, wurde durch Zugabe von festem (NH^SC^ auf eine 
Ammoniumsulfatkonzentration von 20% (w/u) eingestellt und auf eine Phenylsepharosesaule (Phenyl Toyope- 
40 arl, 650S, Tosohaas) geladen, die mit 20 mM Tris-HCl, 30% Ammoniumsulfat equilibriert worden war. IFNct2c 
wurde mit einem linearen Gradienten von 100% Ladebedingungen bis 100% 20mM Tris-HCl, 30% Ethylengly- 
kol, pH 73, bei einer FluBgeschindigkeit von 15 ml/min eluiert Die Reinheit des IFNa-Pools betrug 7 1 ± 15%. 

Kationenaustauschchromatographie 

45 

Das Eluat der hydrophoben Interaktionschromatographie wurde durch extensive Dialyse auf 20 mM Na-Suc- 
cinat, pH 5.0, eingestellt Der endgQltige pH wurde mit HC1 auf 3.0 eingestellt, bevor die Probe auf ein 
SulfopropyMonenaustauscherharz (Toyopearl TSK SP 5PW, Tosohaas), equilibriert mit 20 mM Na-Succinat, pH 
5.0, geladen wurde. IFNa2c wurde mit einem linearen Gradienten von 100% Ladebedingungen bis 100% 20 mM 
50 Na-Succinat 500 mM NaCl, 10% Ethylenglykol, pH 55 (Losungsmittel B) mit einer FluBgeschindigkeit von 
6 ml/min von der Saule eluiert Das von dieser Saule eluierte IFN<x2c hatte routinemSBig eine grdBere Reinheit 
a Is 95%. 

Anionenaustauschchromatographie 

56 

Der IFNa-Pool wurde gegen 10 mM bisTris, pH 5^, dialysiert und auf eine DEAE-Sepharose (DEAE-Sepha- 
rose FastFlow, Pharmacia) geladen, die mit dem gleichen Puffer equilibriert war. Die Elution von IFNa2c 
erfolgte mit einem linearen Gradienten auf 10 mM bisTris, 500 mM NaCl, 0.1 % Tween 20, pH 53 (L6sungsmittel 
B), FlieBgeschindigkeit 5 ml/min. 

60 

Beispiel 5: Analyse der IFNa2c-Praparationen 
Reversed-Phase-HPLC 

65 Intaktes IFNa2c wurde mit einer BakerBond -WP- C18-Saule [250x43 mm, PartikelgroBe 5 \im] bei 30°C 
analysiert FQr die Trennung von tryptischen Peptiden wurde eine Merck Supersphere 120-4 C-18-Saule 
[125 x 43 mm, PartikelgroBe 4 uxn] bei 37°C verwendet Die Proben wurden unter Verwendung der Ldsungsmit- 
tel A, 0.1% Trifluoressigsaure in Wasser, und B, 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitril und mit den Gradienten 
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wie in der jeweiligen Abbildungslegende beschrieben chromatographiert 

SDS-Poiyacrylamid-Gelelektrophorese 

IFNa2c-Proben wurden auf 16%-SDS-Polyacrylamid-Gelen unter Standardbedingungen analysiert Proben 
wurden vor der Elektrophorese mit Dithiotreitol reduziert Proteinbanden wurden mit Coomassie-Blue-Far- 
bung visualisiert 

Quantifizierung von IFNa2c durch EUSA 

Der IFNa2c-Gehalt verschiedener Proben, die wahrend der Reinigung anfielen, wurde mit einem Sandwich- 
ELISA mit den monoklonalen Antikorpern OMG-2 und MG-7 (Adolf et al, 1990) bestimmt. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von Interferon-a durch Expression in Ecoli, dadarch gekennzeichnet, daB 

a) Interferon-a exprimiert wird in Zellen, die einen Vektor enthalten, in dem die Signaisequenz des 
Gens f Qr das hitzestabile Enterotoxin II (STII) aus E coli verkntlpft ist mit einer Sequenz, die fur reifes 
menschliches Interferon-a kodiert 

b) das exprimierte Interferon-a isoliert wird 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor zusatzlich einen Promotor fQr die 
alkalische Phosphatase (phoA) aus E coli enthalt 

3. Verfahren nach den AnsprOchen 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Vektor zusatzlich die Sequenz 
fQr die Ribosomenbindungsstelle des STII-Gens enthalt 

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Isolierung des Interferons die Schritte 

a) Adsorptionschromatographie auf Silicagel 

b) Hydrophobe Interaktions-Chromatographie 

c) Kationenaustauschchromatographie 

d) Anionenaustauschchromatographie 
enthalt 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophobe Interaktionschromatographie 
auf einer Phenylsepharose-Saule durchgefiihrt wird 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Kationenaustauschchromatographie auf 
einem Sulfopropyl-Ionenaustauscher durchgefQhrt wird 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Anionenaustauschchromatographie auf 
einer DEAE-Sepharose durchgefiihrt wird 

8. Verfahren nach den AnsprOchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Interferon-a Interferon-a2 ist 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Interferon^ die Aminosauresequenz 
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Cys 


Asp 


Leu 


Pro 


Gin 


Thr 


His 


Ser 


Leu 


Gly 


Ser 


Arg 


Arg 


Thr 


Leu 


Met 


Leu 


Leu 


Ala 


Gin 


Met 


Arg 


Arg 


lie 


Ser 


L£U 


Phe 


Ser 


Cys 


Leu 


Lys 


Asp 


Arg 


Arg 


Asp 


Phe 


Gly 


Phe 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Phe 


Gly 


Asn 


Gin 


Phe 


Gin 


Lys 


Ala 


Glu 


Thr 


lie 


Pro 


Val 


Leu 


His 


Glu 


Met 


lie 


Gin 


Gin 


lie 


Phe 


Asn 


Leu 


Phe 


Ser 


Thr 


Lys 


Asp 


Ser 


Ser 


Ala 


Ala 


Trp 


Asp 


Glu 


Thr 


Leu 


Leu 


Asp 


Lys 


Phe 


Tyr 


Thr 


Glu 


Leu 


Tyr 


Gin 


Gin 


Leu 


Asn 


Asp 


Leu 


Glu 


Ala 


Cys 


Val 


lie 


Gin 


Gly 


Val 


Gly 


Val 


Thr 


Glu 


Thr 


Pro 


Leu 


Met 


Lys 


Glu 


Asp 


Ser 


lie 


Leu 


Ala 


Val 


Arg 


Lys 


Tyr 


Phe 


Gin 


Arg 


He 


Thx 


Leu 


Tyr 


Leu 


Lys 


Glu 


Lys 


Lys 


Tyr 


Ser 


Pro 


Cys 


Ala 


Trp 


Glu 


Val 


Val 


Arg 


Ala 


Glu 


lie 


Met 


Arg 


Ser 


Phe 


Ser 


Leu 


Ser 


Thr 


Asn 


Leu 


Gin 


Glu 


Ser 


Leu 


Arg 


Ser 


Lys 


Glu 









enthait 

1 0. Verf ahren zur Reinigung von Interf eron-a, dadurch gekennzeichnet, daB es die Schritte 

a) Adsorptionschromatographie auf Siiicagel 

b) Hydrophobe Interaktions-Chromatographie 

c) Kationenaustauschchromatographie 

d) Anionenaustauschchromatographie 
enihait 

11. Verf ahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophobe Interaktionschromatogra- 
phie auf einer Phenylsepharose-Saule durchgefuhrt wird 

12. Verf ahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Kationenaustauschchromatographie auf 
einem Sulfopropyl-Ionenaustauscher durchgefQhrt wird 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Anionenaustauschchromatographie auf 
einer DEAE-Sepharose durchgefOhrt wird 

14. Verfahren nach Anspriichen 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Interferon-a bakteriel) expri- 
miert wurde. 

15. Verfahren nach den AnsprOchen 10 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB das Interferon-a Interferon-a2 
ist 

1 6. Verfahren nach Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Interf eron-a2 die Aminosauresequenz 



Cys Asp 


Leu 


Pro 


Gin 


Thr 


His 


Ser 


Leu 


Gly 


Ser 


Arg 


Arg 


Thr 


Leu Met 


Leu 


Leu 


Ala 


Gin 


Met 


Arg 


Arg 


lie 


Ser 


Leu 


Phe 


Ser 


Cys Leu 


Lys 


Asp 


Arg 


Arg 


Asp 


Phe 


Gly 


Phe 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Phe Gly 


Asn 


Gin 


Phe 


Gin 


Lys 


Ala 


Glu 


Thr 


lie 


Pro 


Val 


Leu 


His Glu 


Met 


lie 


Gin 


Gin 


lie 


Phe 


Asn 


Leu 


Phe 


Ser 


Thr 


Lys 


Asp Ser 


Ser 


Ala 


Ala 


Trp 


Asp 


Glu 


Thr 


Leu 


Leu 


Asp 


Lys 


Phe 


Tyr Thr 


Glu 


Leu 


Tyr 


Gin 


Gin 


Leu 


Asn 


Asp 


Leu 


Glu 


Ala 


Cys 


Val. lie 


Gin 


Gly 


Val 


Gly 


Val 


Thr 


Glu 


Thr 


Pro 


Leu 


Met 


Lys 


Glu Asp 


Ser 


lie. 


Leu 


Ala 


Val 


Arg 


Lys 


Tyr 


Phe 


Gin 


Arg 


He 


Thr Leu 


Tyr 


Leu 


Lys 


Glu 


Lys 


Lys 


Tyr 


Ser 


Pro 


Cys 


Ala 


Trp 


Glu Val 


Val 


Arg 


Ala 


Glu 


lie 


Met 


Arg 


Ser 


Phe 


Ser 


Leu 


Ser 


Thr Asn 


Leu 


Gin 


Glu 


Ser 


Leu 


Arg 


Ser 


Lys 


Glu 









enthait 

17. Vektor zur Expression von Interferon-a in E. coli, dadurch gekennzeichnet, daB er die Signalsequenz des 
STII-Gens in VerknQpfung mit einer Sequenz enthait, die fur reif es menschliches Interferon-a kodiert 

1 8. Vektor nach Anspruch 1 7, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich einen pho A-Promotor enthait 

19. Vektor nach den Anspriichen 17 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB er zusatzlich die Ribosomenbin- 
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dungsstelle des STII-Gens enthalt 

20. Vektor nach den AnsprQchen 1 7 bis 1 9, dadurch gekennzeichnet daB das Interferon-a Interferon-^ ist 

21. Vektor nach den Anspruchen 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB er die Nukleotidsequenz 

TGT GAT CTG CCT CAA ACC CAC AGC CTG GGT AGC AGG AGG ACC 
TTG ATG CTC CTG GCA CAG ATG AGG ASA ATC TCT CJT TTC TCC 
TGC TTG AAG GAC AGA CGT GAC TTT GGA TTT CCC CAG GAG GAG 
TTT GGC AAC CAG TTC CAA AAG GCT GAA ACC ATC CCT GTC CTC 
CAT GAG ATG ATC CAG CAG ATC TTC AAT CTC TTC AGC ACA AAG 
GAC TCA TCT GCT GCT TGG GAT GAG ACC CTC CTA GAC AAA TTC 
TAC ACT GAA CTC TAC CAG CAG CTG AAT GAC CTG GAA GCC TGT 
GTG ATA CAG GGG GTG GGG GTG ACA GAG ACT CCC CTG ATG AAG 
GAG GAC TCC ATT CTG GCT GTG. AGG AAA TAC TTC CAA AGA ATC 
ACT CTC TAT CTG AAA GAG AAG AAA TAC AGC CCT TGT GCC TGG 
GAG GTT GTC AGA GCA GAA ATC ATG AGA TCT TTT TCT TTG TCA 
ACA AAC TTG CAA GAA AGT TTA AGA AGT AAG GAA 

oder eine Sequenz, die zu dieser Sequenz zu mehr als 70% homolog ist und fur Interferon-a kodiert, enthalt 
22. Vektor nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB er die Nukleotidsequenz 

GAATTCGAI^TTATCGTCACT 

CGGTTGATTGATCAGGTAGAGGGGGCGCTGTACGAGGT^ 
CCTGACGACGATACGGAGCTGCTGC^ 
CX5TCAGTAAAAAGTTAATCTT 
TATAGTCGCTTTGTTTTTATTTTT^ 



ATG 


AAA 


AAG 


AAT 


ATC 


GCA 


TTT 


CTT CTT 


GCA TCT 


ATG 


TTC GTT 


TTT 


TCT 


ATT 


GCT 


ACA 


AAT 


GCC 


TAT GCA 


TGT GAT 


CTG 


CCT CAA 


ACC 


CAC 


AGC 


CTG 


GGT 


AGC 


AGG 


AGG ACC 


TTG ATG 


CTC 


CTG GCA 


CAG 


ATG 


AGG 


AGA 


ATC 


TCT 


CTT 


TTC TCC 


TGC TIG 


AAG 


GAC AGA 


CGT 


GAC 


TTT 


GGA 


TTT 


CCC 


CAG 


GAG GAG 


TTT GGC 


AAC 


CAG TTC 


CAA 


AAG 


GCT 


GAA 


ACC 


ATC 


CCT 


GTC CTC 


CAT GAG 


ATG 


ATC CAG 


CAG 


ATC 


TTC 


AAT 


CTC 


TTC 


AGC 


ACA AAG 


GAC TCA 


TCT 


GCT GCT 


TGG 


GAT 


GAG 


ACC 


CTC 


CTA 


GAC 


AAA TTC 


TAC ACT 


GAA 


CTC TAC 


CAG 


CAG 


CTG 


AAT 


GAC 


CTG 


GAA 


GCC TGT 


GTG ATA 


CAG 


GGG GTG 


GGG 


GTG 


ACA 


GAG 


ACT 


CCC 


CTG 


ATG AAG 


GAG GAC 


TCC 


ATT CTG 


GCT 


GTG 


AGG 


AAA 


TAC 


TTC 


CAA 


AGA ATC 


ACT CTC 


TAT 


CTG AAA 


GAG 


AAG 


AAA 


TAC 


AGC 


CCT 


TGT 


GCC TGG 


GAG GTT 


GTC 


AGA GCA 


GAA 


ATC 


ATG 


AGA 


TCT 


TTT 


TCT 


TTG TCA 


ACA AAC 


TTG 


CAA GAA 


AGT 


TTA 


AGA 


AGT 


AAG 


GAA 


TGATAACGATCGTAACTGCA 





enthalt 

23. Verwendung des Vektors gemaS einem der Ansprttche 1 7 bis 22 zur Herstellung von Interferon-a. 

Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: DE43 29756 A1 

lilt CIA C12N 16/70 

Offenlegungstag: 9. Marz 1995 



A) 





phoA p/o 




^-^—i^^^ STII leader 


Am/ J$ 


r I FN omegc 




pCF2 ' ^ 




(4231 bp) 1 


orl^ 





B) 

gaattggagattatcgtcactgcaatgcttcgcaatatggcgcaaaatgaccaac 
agcggttgattgatcaggtagagggggcgctgtacgaggtaaagcccgatgccag 
cattcctgacgacgatacggagctgctgcgcgattacgtaaagaagttattgaag 
catcctcgtcagtaaaaagttaatcttttcaacagctgtcataaagttgtcacgg 
ccgagacttatagtcgctttgtttttattttttaatgtatttgctcgagaggttq 
aggtgatttt ATG AAA AAG AAT ATC GCA TTT CTT CTT GCA TCT 

MKKNIAFLLAS 
ATG TTC GTT TTT TCT ATT GCT ACA AAT GCC TAT GCA TGT GAT 

Mp V PSIATNAYACD 
CTG CCT CAG AAC CAT GGC CTA CTT AGC AGG AAC ACC TTC GTG 



N 



G L 



CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT CTC 



M R R 



AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA 



X 



R R 



M 



GGG AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC 



H- 



M 



GAG ATG CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG 



M 



H 



K 
CAT 

H 
CGC 
R 



TCC TCT GCT GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC 



W N 



M 



ACT GGA CTT CAT CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG 



H 



H 



E 



CTG CAG GTA GTG GGA GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT 



E 



AGC CCT GCA CTG ACC TTG AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC 

S P A L T L R R Y P Q G I 
GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA 



L 
AGC 

S 
CGT 
R 



W 



E 



GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA TCC TTG TTC TTA TCA ACA 
V V R M E I M K S h F L S T 

AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA GAT AGA GAC CTG GGC 
NMQERLRSKDR DLG 

TCA TCT TGA aatgattctcattgattaatttgccatataacacttgcacatg 

tgactctggtcaattcaaaagactcttatttcggctttaatcacagaattgactg 
aattagttctgcaaatactttgtcggtatattaagccagtatatgttaaaaagac 
ttaggttcaggggcatcagtccctaagatgttatttatttttactcatttattta 
ttcttacattttatcatatttatactatttatattcttatataacaaatgtttgc 
ctttacattgtattaagataacaaaacatgttcaggatcc 

Fig. 1 



55 
110 
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220 
275 
318 
11 
. 360 
25 
402 
39 
444 
53 
486 
67 
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81 
570 
95 
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696 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE 43 29 766 A1 

Int. CI. 6 : C12N 16/70 

Offenlegungstag: 9. Ma rz 1995 



A) 



pho A 
ST II leader 



IFN-a2c 




catcctcgtcagtaaaaagttaatcttttcaacagctgtcataaagttgtcacgg 

Xhol 

ccgagacttatagtcgctttgtttttattttttaatgtatttgctcgaqaaQttQ 

STII Leader peptide -> 
aggtgatttt ATG AAA AAG AAT ATC GGA TTT CTT CTT GCA TCT 
MKKNIAPLLAS 



ATG 
M 

CTG 
L 

CTC 
L 

J AAG 

K 
AAC 

N 
ATG 

M 
TCT 

S 
GAA 

E 
CAG 

Q 
TCC 

S 
TAT 

Y 
GTC 

V 



TTC 

F 
CCT 

P 
CTG 

L 
GAC 

D 
CAG 

Q 
ATC 

I 
GCT 

A 
CTC 

L 
GGG 

G 
ATT 

I 
CTG 

L 
AGA 
R 



GTT TTT 

V F 
CAA ACC 

Q T 
GCA CAG 

A Q 
AGA CGT 

R R 
TTC CAA 

F Q 
CAG CAG 

Q Q 
GCT TGG 

A W 
TAC CAG 

V Q 
GTG GGG 

V G 
CTG GCT 

L A 
AAA GAG 

K E 
GCA GAA 

A E 



TCT 

S 
CAC 

H 
ATG 

M 
GAC 

D 
AAG 

K 
ATC 

I 
GAT 

D 
CAG 

Q 
GTG 

V 
GTG 

V 
AAG 

K 
ATC 
I 



ATT 

I 
AGC 

S 
AGG 

R 
TTT 

F 
GCT 

A 
TTC 

F 
GAG 

E 
CTG 

L 
ACA 

T 
AGG 

R 
AAA 

K 
ATG 
M 



GCT 

A 
CTG 

L 
AGA 

R 
GGA 

G 
GAA 

E 
AAT 

N 
ACC 

T 
AAT 

N 
GAG 

E 
AAA 

K 
TAC 

Y 
AGA 
R 



IFN<X2c - 
GCC TAT GCA TGT GAT 

A Y A C D 
AGG AGG ACC TTG ATG 

R R T L M 
CTT TTC TCC TGC TTG 



ACA AAT 

T N 
GGT AGC 

G S 
ATC TCT 

I S 

TTT CCC CAG GAG GAG TTT GGC 

F P Q E E F G 
ACC ATC CCT GTC CTC CAT GAG 

T I P V L H" E 
CTC TTC AGC ACA AAG GAC TCA 



S 



F S 



T K ' D 
CTC CTA GAC AAA TTC TAC 
Ii I» D K F Y 



S 
ACT 
T 



GAC CTG GAA GCC TGT GTG ATA 

D L E A C V I 
ACT CCC CTG ATG AAG GAG GAC 



TAC TTC 
Y F 

AGC CCT 
S P 

TCT TTT 
S F 



M 



E 



TTG CAA GAA AGT TTA AGA AGT AAG GAA 

LQESLRSKE 
Hindlll 

agaagctt 

Fig. 2 



CAA AGA ATC ACT CTC 
Q R I T L 

TGT GCC TGG GAG GTT 
C A W E V 

TCT TTG TCA ACA AAC 
S L S T N 
Pvul PstI 

tgataacgatcgtaactgc 



55 

no 

165 
220 

275 

318 
11 

360 

25 

402 

39 

444 

53 

486 

67 

528 

81 

570 

95 

612 

109 

654 

123 

696 

137 

738 

151 

780 

165 

822 

179 

868 
188 

876 



408070/175 



ZBCHNUNGEN SEFTE 3 



Nummer: 
Int. CIA 

Offenl'egungstag: 



DE 43 29 766 A1 
C12N 16/70 

9. MS rz 1995 




ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 4329766 A1 
C12N 15/70 

9.M8rz1995 



1 2 3 M 
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